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摘要 :在摇瓶试验中通过投加 4种对应不同蛋白酶的抑制剂 ,研究了白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium固定化发酵过程中所产的胞外蛋白酶

对其 MnP的产生以及稳定性的影响.在培养 1d后投加 Pep statin A可使 MnP峰值提高且提前 1d出现 ,而投加 PMSF、EDTA后 MnP峰值出现时

间不变但峰值皆下降 ;培养 4d后投加 PMSF和 Pep statin A可使MnP酶活提高且稳定性增强 ;培养过程中投加 HgCl2均会抑制菌体生长 ,使MnP

酶活水平较低.在培养 1d后直接补入初级蛋白酶浓缩液 ,MnP峰值酶活稍有提高 ,且第 3d补入初级蛋白酶浓缩液会使MnP提前 1d出现.在离

体条件下 , EDTA和 HgCl2均可抑制 MnP酶活 ;初级蛋白酶和次级蛋白酶均会导致 MnP不稳定 ,但投加 PMSF和 Pep statin A后 ,MnP稳定性增

强.以上结果表明 ,在培养过程中初级蛋白酶部分组分对 MnP的产生过程具有促进作用 ;初级蛋白酶和次级蛋白酶会导致离体 MnP迅速失活 ,

且证实其中 2种组分———丝氨酸蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶———可导致离体 MnP不稳定.
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Abstract: Effect of extracellular p rotease on MnP p roduction and stability was investigated through addition of 4 p rotease inhibitors corresponding to 4

different p roteases. Tests were performed on immobilized cultures of Phanerochaete chrysosporium in agitated Erlenmeyer flasks. Pep statin A addition on

the 1 st day of culture increased the maximum MnP value, which also moved up theMnP peak moment; However, PMSF and EDTA addition decreased the

maximum MnP activity while keep ing the same peak moment. PMSF and Pep statin A addition on the 4 th day helped stabilize MnP by retaining its activity

on a higher level. HgCl2 addition on the 1 st and 4 th days both showed inhibition of biomass growth, which subsequently caused low MnP activity. W hen

concentrated p rimary p rotease was added, a peak of higherMnP activity appeared. Particularly, addition of concentrated p rimary p rotease on the 3 rd day

caused MnP emergence 2 days earlier. Of all the p rotease inhibitors, EDTA and HgCl2 inhibited MnP activity in vitro. Both p rimary and secondary

p roteases destabilized MnP but PMSF and Pep statin A addition helped keep MnP stable to some extent. These results indicated: ①some component of

p rimary p rotease favorsMnP p roduction during the culture; ②both p rimary and p rotease destabilize existing MnP; ③MnP destabilization is caused by

serine p rotease and aspartic p rotease in both p rimary and secondary p roteases.

Keywords: white rot fungus; Phanerochaete chrysosporium ; manganese peroxidase; enzyme stability; p rotease

1　引言 ( Introduction)

由于白腐真菌在营养限制条件下所产的木质

素酶 (木质素过氧化物酶 L iP和锰过氧化物酶

MnP)能有效降解众多难降解污染物 (Barr et a l. ,

1994; Cameron et a l. , 2000) ,国内外针对白腐真菌
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发酵产木质素酶进行了大量的研究.但是如何提高

木质素酶在发酵过程中的产量以及稳定性依旧是

木质素酶大规模生产与实际应用中的瓶颈问题

(Cabaleiro et a l. , 2002).

在发酵过程中产生胞外蛋白酶是大多数真菌

共有的特性. 根据胞外蛋白酶的活力峰值出现时

间 ,可将其分为初级蛋白酶和次级蛋白酶 (Dosoretz

et a l. , 1990a).研究表明 ,尽管此 2种胞外蛋白酶中

的主要成分不尽相同 ,但都含有 4种蛋白酶 ,即分别

被 PMSF、Pep statin A、EDTA和 HgCl2所抑制的丝氨

酸蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶、金属蛋白酶和天冬氨

酸蛋白酶 ( Cabaleiro et a l. , 2001, 2002; Dey et a l. ,

1991; A sit, 1992; Dass et a l. , 1995; Darah et a l. ,

1996; Staszczak et a l. , 1996).

不少研究者指出 ,胞外蛋白酶是导致 L iP不稳

定的重要影响因素 (Dosoretz et a l. , 1990b; Pascal

et a l. , 1993;喻云梅等 , 2005) ,因此 ,有人认为胞外

蛋白酶会以同样方式影响 MnP ( J imenez et a l. ,

2003) ,但实际上针对蛋白酶对 MnP产生与稳定性

影响的研究并不多见. Dosoretz等 ( 1990a)发现 ,在

Phanerochaete chrysosporium 培养中通过添加 PMSF

抑制胞外次级蛋白酶活性 ,可提高 MnP的稳定性.

Cableiro等 (2001, 2002)则通过加入 HgCl2达到提高

MnP稳定性的目的 ,并提出发酵体系内蛋白酶活性

越高 MnP产量越不稳定的观点. Darah和 Ibrahim

(1996)通过添加 pCMB抑制半胱氨酸蛋白酶实现

了更高及更稳定的 MnP产量. J imenez等 ( 2003)认

为 ,初级蛋白酶对 MnP的产生有促进作用 ,而次级

蛋白酶会导致 MnP不稳定.以上这些研究相对分

散 ,并且得到的关于不同胞外蛋白酶成分对 MnP影

响的结果也不一致.

为此 ,本研究中在培养过程和离体状态 2种条

件下分别研究白腐真菌自身所产的蛋白酶与 MnP

之间的关系.在培养过程中选择 2个不同时间点分

别进行对应于 4种胞外蛋白酶的抑制剂的补料 ,以

确定初级与次级蛋白酶内各组分对 MnP产生及稳

定性的影响 ;同时制取并直接补入初级蛋白酶 ,确

定其对 MnP产生的影响.在离体条件下通过混合培

育蛋白酶 (初级蛋白酶与次级蛋白酶 )、部分纯化的

MnP以及蛋白酶抑制剂以确定各种蛋白酶组分对

MnP离体稳定性的影响.

2　材料与方法 (Materials and methods)

2. 1　菌株

　　试验中采用的白腐真菌菌株为本实验室保存

的 Phanerochaete chrysosporium BKM 2F21767.

2. 2　培养基

固体培养基采用 PDA培养基 ,成分为 :马铃薯

浸出液 200g·L - 1 ,葡萄糖 20g·L - 1 ,琼脂 20g·L - 1.液

体培养基参照 Tien和 Kirk (1988)的基础培养基进

行配置 ,其中采用醋酸 2醋酸钠缓冲溶液.

2. 3　载体

固定化载体为聚氨酯泡沫块 (0. 5cm ×0. 5cm ×

0. 5cm).载体在沸水中煮 20m in后用去离子水清洗

3遍 ,干燥后灭菌备用 (Couto et a l. , 2002).

2. 4　培养条件

将保存的菌种接种到 PDA固体培养基上 ,在

37℃进行放大培养 7～8d后用接种针剥取适量孢子

于无菌水中制成孢子悬浊液 ;而后等量接入含有

50mL液体培养基、0. 9g载体的一系列 250mL锥形

瓶内 ,接种终浓度为 1 ×10
5个 ·mL

- 1
.接种后置于

37℃恒温摇床内培养 ,摇床转速为 160 r·m in
- 1

.

2. 5　发酵样品浓缩

收集发酵样品 ,冷冻去除多糖后于 4℃、12000

r·m in
- 1条件下离心 30m in.取上清液在超滤杯内浓

缩 ,超滤膜截留相对分子量为 100000,杯内压力为

012 MPa.

2. 6　酶活性测定

采用 Azo dye2imp regnated collagen作为底物测

定蛋白酶活性 (Dosoretz et a l. , 1990a) ; 采用 Mn
2 +

作为底物测定 MnP活性 ( Paszczynski et a l. , 1988).

2. 7　试验方案

2. 7. 1　培养过程中补料实验

1)针对 4种蛋白酶———丝氨酸蛋白酶 ( Serine

p rotease)、半胱氨酸蛋白酶 (Cysteine p rotease)、金属

蛋白酶 (Metallop roteinase ) 和天冬氨酸蛋白酶

(A spartic p rotease)———分别选择对应的蛋白酶抑制

剂 PMSF、HgCl2、EDTA和 Pep statin A;在发酵培养过

程中第 1天和第 4天分别加入各种抑制剂 ,对比观

察各个发酵体系内 MnP活性变化.各种抑制剂与蛋

白酶对应关系以及各抑制剂补料终浓度见表 1.
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表 1　黄孢原毛平革菌发酵过程中补入的各种蛋白酶抑制剂

Table 1 　 Four kinds of inhibitor additions during the culture of

Phanerochaete chrysosporium

蛋白酶
抑制剂

对应
蛋白酶

补料终浓度 /

(mmol·L - 1 )
补入时间

PMSF Serine p rotease 1. 0 第 1、4天

HgCl2 Cysteine p rotease 2. 4 第 1、4天

EDTA Metallop roteinase 2. 4 第 1、4天

Pep statin A A spartic p rotease 0. 001 第 1、4天

2)培养、收获并浓缩初级蛋白酶 (方法见 2. 7. 2

节 ) ,将其在发酵培养第 1天后加入到发酵系统内

(用 10mL初级蛋白酶浓缩液替代锥形瓶内 5mL发

酵液 ).对比观察投加与未投加初级蛋白酶的发酵

体系内 MnP的变化情况 ,各溶液内蛋白酶与 MnP

活性数据见表 2.

表 2　补入初级蛋白酶时 ,各蛋白酶溶液与发酵液内 M nP与蛋白酶

活性

Table 2　MnP and p rotease activity of the p rimary p rotease samp les and

culture m ixture

样品溶液
蛋白酶活性

/ (U·mL - 1 )

MnP活性

/ (U·L - 1 )
说明

初级
蛋白酶 1

3. 1 0
样品由第 2天发酵液浓缩
制成

初级
蛋白酶 2

7. 6 0
样品由第 3天发酵液浓缩
制成

发酵液 / 0. 8 数据为第 1天后测定结果

2. 7. 2　MnP离体稳定性实验　在培养过程中分别

收集 MnP、初级蛋白酶和次级蛋白酶并超滤浓缩.

在室温条件下 ,分别将浓缩后的初级蛋白酶、次级

蛋白酶与 MnP样品以及蛋白酶抑制剂 ( PMSF和

Pep statin A )混合后在室温下培育 1h,然后测定其中

MnP活性变化情况.以初级蛋白酶为例 ,各混合体

系成分见表 3.

表 3　M nP离体稳定性实验中各混合体系成分

Table 3　Contents of m ixtures in the in vitro MnP stability experiment

样品
序号

MnP
/mL

蛋白酶
/mL

PMSF

/ (mmol·L - 1 )

Pep statin A

/ (μmol·L - 1 )
去离子水

/mL
总体积

/mL

1 1 1. 0 1 2

2 1 1. 0 1 2

3 1 1 2

4 1 1 1. 0 2

5 1 1 1. 0 2

6 1 1. 0 1 2

7 1 1. 0 1 2

8 1 1 2

9 1 1 2

3　结果 (Results)

3. 1　培养过程中各种蛋白酶抑制剂补料对 MnP发

酵的影响

在第 1天后 ,摇瓶内菌体还处于生长状态 ,此时

补加 4种蛋白酶抑制剂后各发酵体系内 MnP活性

曲线在 2～7d内有明显差异 (图 1a) ,此差异主要表

现在 MnP的峰值大小和峰值出现时间.空白样 MnP

酶活峰值为 293U·L - 1
,出现时间为第 4天 ;补入

Pep statin A后 ,第 3天 MnP酶活峰值为 367U·L - 1
,

其出现时间与空白样相比有所提前且峰值大小略

有提高 ; PMSF和 EDTA补料对 MnP峰值出现时间

没有影响 ,但会导致 MnP酶活峰值下降 ,相应峰值

大小分别为 249U·L - 1和 170U·L - 1 ;补加 HgCl2的体

系内 MnP一直很低 (小于 30U·L - 1 ).

在培养第 4天后 MnP酶活达到峰值 ,此时补加

4种蛋白酶抑制剂各发酵体系内 MnP活性曲线差

异存在于 7～12d (图 1b).蛋白酶抑制剂的补加并

没有改变第 4～7天之间 MnP酶活下降的趋势 ;从

第 8天以后 ,空白体系内 MnP酶活维持在 10U·L - 1

附近 ,投加 EDTA和 HgCl2的发酵体系中 MnP酶活

与空白体系接近 ,但投加 PMSF和 Pep statin A的发

酵体系内 MnP酶活平均都维持在 160U·L - 1附近.
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图 1　在 Phanerochaete ch rysosporium培养过程中 4种蛋白酶抑制

剂补料对 M nP产生的影响

Fig. 1　Effects of four p rotease inhibitors on MnP p roduction during the

culture of Phanerochaete chrysosporium

3. 2　培养过程中补入初级蛋白酶对 MnP发酵的

影响

图 2　在 Phanerochaete ch rysosporium培养过程中投加浓缩后的

胞外初级蛋白酶对 M nP产生的影响

Fig. 2　Effect of concentrated extracellular p rimary p rotease addition

on MnP p roduction during the culture of

Phanerochaete chrysosporium

在 Phanerochaete ch rysosporium培养过程中第 1

天补入其本身所产的初级胞外蛋白酶对 MnP发酵

的影响如图 2所示.加入初级蛋白酶后 , MnP峰值

酶活稍有提高 ;空白样、加入初级蛋白酶、初级蛋白

酶 2的体系中第 5天的 MnP酶活分别为 390、426

和 425U·L - 1
.在加入初级蛋白酶 2后 ,MnP出现时

间明显提前 ,在培养第 2天时体系内酶活达到

100 U·L - 1.

3. 3　蛋白酶对 MnP离体稳定性的影响

试验过程中发现 , 4种蛋白酶抑制剂中 EDTA

可完全抑制 MnP活性 , HgCl2也抑制大部分 MnP活

性 ,所以 ,此试验中只考虑添加 PMSF和 Pep statin A

考察 MnP的离体稳定性.

图 3　在部分纯化浓缩M nP溶液中加入浓缩蛋白酶溶液对M nP

活性的影响

Fig. 3　Effect of concentrated p roteases on the stability of partially

purified MnP in vitro

图 3a为初级蛋白酶溶液对 MnP离体稳定性影

响试验结果.试验制备的初级蛋白酶溶液中不含

MnP活性 ( 8号样品 ) ,且在其中加入 PMSF或

Pep statin A后依旧保持为零 ( 1、2号样品 ). MnP样

品的活力为 268U·L - 1 (9号样品 ) ,分别加入 PMSF

和 Pep statin A 1h后 MnP活力为 262U·L - 1和 251

U·L - 1 (6、7号样品 ) ,有小幅度的下降.在 MnP溶液

内加入初级蛋白酶溶液在室温下培育 1h后其活力

为 172U·L - 1 ( 3号样品 ) ,相对下降 96U·L - 1
.而在

MnP、初级蛋白酶溶液内加入 PMSF和 Pep statin A

后样品的 MnP活力分别为 192U·L - 1和 208U·L - 1
,

相对下降 76U·L - 1和 60U·L - 1
,比未加蛋白酶抑制
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剂样品有所改善.

图 3b为次级蛋白酶溶液对 MnP离体稳定性影

响试验结果. 制备的次级蛋白酶溶液中含有少量

MnP活性 ,活力为 85U·L - 1.在其中加入 PMSF和

Pep statin A后 MnP活力有些许下降 ,其 MnP活力值

分别为 69U·L - 1和 36U·L - 1.空白 MnP溶液酶的活

力为 303U·L - 1 ,加入蛋白酶抑制剂会导致其活力下

降 ,具体活力值分别为 270U·L - 1和 271U·L - 1.将次

级蛋白酶和 MnP溶液混合培育 ,MnP总活力值下降

达到 138U·L - 1
;而由于 PMSF和 Pep statin A的加入

下降趋势有所减少 ,其活力减少值分别为 49U·L - 1

和 44U·L - 1
.

4　讨论 (D iscnssion)

蛋白酶对白腐真菌发酵作用包括 2个方面 ,其

一为对发酵产 MnP过程的影响 ;其二为对已产生的

MnP稳定性的影响.

4. 1　蛋白酶对 MnP发酵过程的影响

在第 1天添加各种蛋白酶抑制剂是为了观察发

酵过程中的各种初级蛋白酶被抑制后体系内 MnP

酶活的变化趋势 ,从而间接推测各种初级蛋白酶对

MnP发酵产生的影响.从试验结果可以看出 , PMSF

和 EDTA的加入导致了 MnP产酶量下降 ,所以它们

所对应抑制的蛋白酶 ,即丝氨酸蛋白酶和金属蛋白

酶可能对 MnP的产生有促进作用 ; Pep statin A的加

入将导致 MnP产量提高且峰值出现时间提前 ,所以

它所对应抑制的天冬氨酸蛋白酶可能不利于 MnP

的产生或稳定 (图 1a).

而在 MnP酶活峰值出现时刻 ,即第 4天 ,补入

各种蛋白酶抑制剂是为了确定各种次级蛋白酶被

抑制后系统内 MnP酶活的变化 ,从而间接推测各种

次级蛋白酶对 MnP稳定性的影响.从试验结果可以

看出 ,加入各种蛋白酶抑制剂均不能转变或减缓

MnP酶活下降趋势 (图 1b, 4～7d) ,说明在此阶段影

响 MnP稳定性的不是蛋白酶而是其它因素. Dass等

(1995)在对白腐真菌胞外次级蛋白酶进行电泳试

验发现 ,其 2种主要成分分别被 PMSF和 Pep statin A

抑制.本试验中加入 PMSF和 Pep statin A的系统内

从第 8天以后 MnP酶活上升则进一步说明 ,它们所

对应抑制的丝氨酸蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶在发

酵后期对 MnP活性有抑制作用.

有部分文章曾经报道过 ,将 HgCl2补料应用于

白腐真菌发酵过程以优化产酶. Cabaleiro等 (2001)

在白腐真菌半固态发酵中加入 4. 8mmol·L - 1
HgCl2

用于抑制蛋白酶 ,使 MnP的稳定性稍有提高 ,但导

致菌体死亡.鲁时瑛等 (2003)则研究了 HgCl2的最

佳添加时间 (第 4 天 ) 及最佳添加浓度 ( 1

μmol·L - 1 ) ,更好地保持了 MnP的稳定性.在本试验

中第 1、4天后投加 2. 4mmol·L - 1 HgCl2的摇瓶相对

于其它摇瓶生物生长明显受到限制 ,这可能是其导

致 MnP酶活一直偏低的主要原因 ;而 HgCl2对黄孢

原毛平革的毒害作用可能与其投加浓度有关.

Dosoretz等 (1990)在白腐真菌发酵过程中 3个

不同时刻 (发酵开始 ,发酵 1d后 ,MnP峰值时 )分别

加入 0. 1mmol·L - 1
PMSF,其试验结果表明 ,发酵开

始或者发酵 1d后投加有利于提高 MnP峰值 ,而且

在 MnP峰值时刻加入将极大程度提高 MnP的稳定

性.本试验的结果与之差异较大 ,可能原因为 :发酵

培养条件不同会导致代谢过程的差异 ; PMSF的投

加浓度不同会导致对系统影响的差异.

针对前述初级蛋白酶对 MnP产生有正面作用

的结论 ,设计试验在发酵开始阶段直接加入菌体自

身所产初级蛋白酶.初级蛋白酶补料引起的 MnP酶

活提前产生及其峰值酶活提高的现象表明 ,初级蛋

白酶对 MnP的产生有促进作用 (图 2).此现象与前

述第 1天补入各种抑制剂部分得到的结论相一致.

但 3种实验条件下产酶效果差异较小的可能原因

为 :浓缩的蛋白酶液加入摇瓶后 ,由于稀释作用发

酵液内蛋白酶浓度实际增加值相对于空白样中蛋

白酶浓度较小 ;初级蛋白酶中不同种类蛋白酶对

MnP产生的作用不一致 ,正面促进作用被部分负面

作用抵消 ;生物体根据外界条件变化具有自我调节

机制.

关于初级蛋白酶对 MnP产生过程的影响 ,

J imenez等 (2003)根据白腐真菌产 MnP前蛋白酶浓

度会上升的现象做出推测 :初级蛋白酶促进了 MnP

的产生.而本试验结果证实了此推测.

4. 2　蛋白酶对 MnP离体稳定性的影响

为了排除生物生长的干扰 ,确定蛋白酶对 MnP

稳定性的影响 ,进行了 MnP离体稳定性试验.从试

验结果可以看出 (图 3) ,加入 PMSF和 Pep statin A

对 MnP活力有影响 ,但由此导致的 MnP活力下降

幅度较小 ;推测其可能原因为少量有机溶剂影响了

测定体系.同时 ,初级蛋白酶和次级蛋白酶的加入

都导致 MnP活力下降 ,而通过添加蛋白酶抑制剂

PMSF和 Pep statin A可以部分缓解蛋白酶对 MnP的
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负面作用.此结果表明 ,初级蛋白酶和次级蛋白酶

中都含有丝氨酸蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶 ,且这 2

种蛋白酶都可以导致 MnP不稳定.由于抑制两种蛋

白酶后仍不能抵消整个蛋白酶溶液对 MnP活力的

负面影响 ,故其它 2种蛋白酶对 MnP稳定性也有影

响 ;由于另外 2种抑制剂对 MnP活性有抑制作用 ,

所以半胱氨酸蛋白酶和金属蛋白酶对 MnP的具体

作用大小尚不能推测.

关于蛋白酶对 MnP离体稳定性影响的研究很

少 ,相对而言更多的文献报导了发酵过程中蛋白酶

与 MnP浓度之间的关系以及其中的蛋白酶成分.尽

管发酵条件不尽相同 , Dey 等 ( 1991 ) 认为 ,

Phanerochaete chrysosporium发酵过程中自身所产酸

性蛋白酶对目标酶的产生过程具有调控作用 ,碱性

与中性条件 (根据活力最高时 pH值分类 )则对离体

存放时稳定性有影响 ; Cabaleiro等 ( 2002)发现 ,发

酵过程中会产生大量半胱氨酸蛋白酶与酸性蛋白

酶 ,皆对 MnP活性有影响 ;鲁时瑛等 (2003)在发酵

过程中投加 HgCl2进行试验 ,并认为 ,蛋白酶的主要

作用不是抑制 MnP产生 ,而是促进 MnP分解.这些

报导中都没有进行相应的离体试验 ,而且研究的蛋

白酶种类也不全面.

5　结论 (Conclusions)

1)黄孢原毛平革菌发酵过程中 ,在培养 1d后

补入 4种蛋白酶抑制剂 ,其中 PMSF、EDTA使 MnP

峰值下降 ;而补入初级蛋白酶后可使 MnP提前产

生 ,且峰值提高 ;说明其初级蛋白酶部分成分对

MnP产生过程有促进作用.

2) MnP离体稳定性试验中加入初级蛋白酶将

导致其酶活迅速下降 ,加入蛋白酶抑制剂 PMSF和

Pep statin A可以改善其下降程度 ,说明初级蛋白酶

可导致 MnP不稳定. 而且培养第 1 天后补入

Pep statin A可使 MnP峰值提高且出峰时间提前 ,说

明初级蛋白酶中天冬氨酸蛋白酶具有使 MnP不稳

定的性质.

3)发酵过程中第 4天后补入 4种蛋白酶抑制

剂 ,其中 PMSF和 Pep statin A可使 MnP酶活上升且

稳定性良好 ;在 MnP离体稳定性试验中 ,次级蛋白

酶可导致 MnP迅速失活 ,且加入 PMSF、Pep statin A

可分别改善 MnP的失活程度 ;说明次级蛋白酶内含

有丝氨酸蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶可以导致 MnP

不稳定.

4) MnP离体稳定性试验中 , PMSF、Pep statin A

补入对蛋白酶导致 MnP失活的改善程度小于其

MnP失活的总体趋势 ,说明初级、次级蛋白酶内其

它蛋白酶组分对 MnP活性具有抑制效果 ;但由于

EDTA、HgCl2本身对 MnP活性有抑制作用 ,尚不能

确定金属蛋白酶与半胱氨酸蛋白酶对 MnP的作用 ,

有待进一步研究.
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